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应 用 微 卫 星 标 记 对 上 肉 核 发 育 银 鲫 的 遗传 多 样 性 初探 
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摘要 ; 利用 Crooijmans et a]. (1997). 分 离 的 包含 CA REPARE {Cyprinus carpio L.) 的 8 个 向 卫 
E DNA Ww. WRM (Carassius auratus gibelio Bloch) 的 5 个 不 同 雄 核发 育 系 的 24 尾 个 体 进 行 PCR $73. 5E 
电泳 结果 发 现 ， 除 MFW28 未 能 在 银 钾 中 稳定 地 扩 增 出 相应 的 同 源 序列 ， 其 余 的 7 对 引物 扩 增 的 重复 性 和 稳定 
性 都 很 好 。 戎 引物 不 同 , 各 等 位 基因 数 为 1~14 个 , 大 小 在 100 ~ 506 bp. 在 MEFW1、MFW4、MFW19、 
MFW20、MFW23 和 MFW24 6 个 微 卫星 的 扩 增 图 谱 中 ， 不 同 的 峻 核发 育 系 扩 增 出 各 自 独 特 的 图 谱 。 而 同一 系 内 
的 不 同 个 体 间 具有 高 度 的 遗 忧 同 质 性 ， 但 仍然 在 个 别 个 体 中 检测 到 少量 的 多 态 片段 。 不 同系 间 的 扩 增 图 谱 呈 现 
出 高 度 的 遗 待 异 质 性 ， 共 鉴定 出 23 个 可 雇用 于 有 效 区 分 5 个 不 同 礁 核发 育 系 的 分 子 标记 。 这 5 个 壬 卫星 标记 反 
映 了 银 鲫 5 个 酥 核 发 育 系 间 的 相互 亲缘 关系 。 其 中 P 和 A 系 同属 一 个 肉 核 发 育 系 ,下 系 起 源 于 E 系 ，A、D 和 下 
系 可 能 分 别 独立 地 起 源 于 不 同 的 杂交 事件 ， 鉴 定 的 微 卫 星 分 子 标记 为 进行 银 鲫 群体 址 忧 学 和 进化 遗 忧 学 研究 ， 
以 及 埠 狠 的 分 子 标 记 育 种 和 进行 基 名 组 作 狠 提供 了 理想 的 工具 ， 
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TRU ( Carassius auratus gibelio Bloch) 是 行 天 然 
风 核 发 育 的 三 售 体 两 性 型 种 群 , 在 消 椎 动物 的 进化 
历程 中 处 于 单 性 生殖 和 两 性 生殖 的 过 渡 阶 段 。 与 其 
他 单 性 疹 椎 动物 相 比 ,和 银 鲫 具有 许多 独特 的 性 质 ， 
璧 如 ,在 其 自然 种 群 和 人 工 繁育 群体 中 存在 少量 嫌 
fa (3& — FESE, 1983; Fan & Shen, 1990; Gui, 1996); 
RUCMEBUR S T ICROR ARIS EAE K REOR HE 
等 ,1983); 其 卵子 对 两 类 不 同 来 源 的 精子 的 应 答 方 
式 不 同 ,具有 上 峻 核 生殖 和 和 两 性 生殖 的 潜能 (Gui. 
1996:Zhou et al.,2000b) 等 。 正 是 由 于 和 银 串 具备 的 
特殊 遗传 背景 和 生殖 方式 ,从 而 成 为 研究 单 性 和 多 
倍 体 疹 推动 物 进化 遗传 学 及 其 生殖 方式 调控 机 制 的 
一 个 独特 系统 (Gui, 1996: 桂 建 芳 , 1997; Yang et 
al.,1999; Zhou er al..2000a;Fan et a1,,2001); K 
次 ,由 于 其 明显 的 生长 潜力 ,1981 年 起 就 陆续 在 全 
国 推广 养殖 ,随后 其 发 展 势头 迅猛 ,成 为 鱼 类 品系 选 
育 的 成 功 范例 (Gui, 1996; 桂 建 芳 ,1997)。 
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核发 育 的 生殖 方式 并 进行 峻 核发 育 鱼 类 育种 的 基础 
上 ,利用 血清 蛋白 标记 和 组 织 移植 监测 ,从 方正 银 鲫 
中 区 分 出 A、B、.C、D 4 个 不 同 的 蕉 核发 育 系 ( 朱 兰 
3E , 1990; ^K 2: dE RI — EE , 1987 ,1993) , JP EI HE 
了 具有 明显 生长 优势 的 峻 核发 育 系 A 和 DUREE 
和 藉 一 于 ,1993)。 在 近 几 年 的 育种 实 戚 中 ,我 们 又 
鉴别 出 了 舅 一 个 新 的 具有 明显 育 种 潜力 的 银 钊 肉 核 
发 育 系 , 定 名 为 E 系 ( 桂 建 芳 等 ,1997)。 而 且 在 发 
现 复 合 四 售 体 及 其 两 种 不 同 发 育 方式 的 基础 上 (Gui 
et al ..1992a, b.c) OR FH AL HELPS HR HD BE; kA UL 
制 的 方法 ,获得 一 系列 融 人 有 鲤鱼 基因 组 或 团 头 芒 
( Megalobrama amblycephala Yin) 基 因 组 的 异 源 四 倍 
体 或 银 邯 复合 种 (Fan e al.,1997;Gui,1996)。 如 
通过 冷 休 克 处 理 卫 系 卵 子 与 团 头 芒 精 子 人 工 授精 
所 获得 的 受精 孵 .我 们 获得 了 一 人 工 瞧 核发 育 系 
一 一 F 系 。 荔 外 ,江西 水 产 研究 所 从 彭 泽 湖 中 鉴定 
出 了 生长 性 能 良好 的 彭 泽 鲫 .但 豆 泽 铺 的 起 源 却 让 
大 多 数 鱼 类 学 家 感到 疑惑 。 它 最 初 鉴定 为 具有 100 
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条 染色 体 的 两 性 二 倍 体 种 群 ,然而 经 过 选择 育种 和 
养殖 后 ,发现 它 类 似 于 银 鲫 ,是 行 肉 核 生殖 的 三 倍 体 
种 群 ( 杨 兴 棋 等 .1992)。 为 叙述 方便 ,我 们 将 其 定名 
为 P 系 (Pengze}(Zhou et al.,2000a)。 

在 养殖 实践 中 还 观察 到 ， 在 银 鲫 不 同 肉 核发 育 
系 间 不 仅 血 清 恒 白 等 生化 指标 存在 差异 、 而 且 体 
型 、 和 生长、 繁殖、 染色 体 数 和 线粒体 DNA. 的 酶 切 
图 谱 等 生物 学 性 状 也 存在 显著 差异 《有 朱 蓝 非 和 蒋 一 
FE, 1993; M$., 20000. 最 近 ， 我 们 运用 
RAPD 技术 鉴定 出 可 区 分 5 个 不 同 肉 核 发 育 系 的 88 
个 分 子 标 记 ， 揭 示 出 肉 核 发 育 系 内 的 高 度 遗 传 同 质 
性 和 不 同 峻 核发 育 系 间 的 高 度 遗 传 异 质 性 (Zhou 
et al., 20004). 由 于 RAPD 技术 扩 增 出 来 的 DNA 
片段 的 遗传 背景 不 清楚 、 重 复 性 差 ， 尽 管 为 反映 银 
鲫 不 同 肉 核 发 育 系 间 的 区 别提 供 了 明确 直接 的 信 
息 、 但 它 却 不 能 充分 反映 系 内 个 体 的 多 态 性 。 因 
此 、 我 们 着 手 研究 具有 极 高 个 体 特异 性 、 可 重复 性 
4f. 并 能 提供 丰富 多 态 位 点 信息 的 微 卫 星 DNA 
i microsatellite DNA ). 

微 卫星 DNA 又 称 单一 的 序列 重复 (simple se- 
quence repeat, SSR), 由 1 ~ 6 个 碱 基 对 的 核心 序列 
串联 重复 而 成 ,其 位 点 数目 巨大 并 随机 分 布 于 整个 
基因 组 中 。 微 卫星 具有 丰富 的 多 态 性 和 简单 的 备 德 
尔 遗 忧 方式 ,近年 来 已 成 为 分 子 生态 学 的 研究 热点 
之 一 。 在 动物 的 种 群 遗 传 分 析 (Sanchez et al., 
1996;McConnell et al ..1995) .亲本 鉴定 .基因组 作 
图 (Lie et al., 1994), R A (Zardoya et al., 
1996) 和 育种 计划 中 ,具有 优 于 其 他 标记 的 明显 优势 
(O' Connell & Wright, 1997), HÆRE DNA 的 
分 离 在 过 去 几 年 中 进展 很 快 . 仅 在 由 Jonathan 
M. Wright 教授 主持 的 加 拿 太 Dalhousie 大 学 海洋 动 
物 基 因 探 针 实 验 室 (Marine Gene Probe Laboratory, 
MGPL) 就 已 研制 出 大 量 的 包括 大 西洋 狼 ( Salmo 
salar, Salmonidae )、 虹 8W ( Oncorhynchus mykiss , 
Salmonidae ) , Pi 2E 8$ f& ( Gadus morhua , Gadidae } 、 
F dE f ( Oreochromis spp. , Cichlidae ) , 88 f& ( Cyprinus 
carpio , Cyprinidae ) ffl i$ 1 ( Placopecten magellanicus ) 
SEISCKCEHROGK s Tn uj TL8&. DNA 标记 ,其 中 罗 非 鱼 
的 微 卫星 DNA 座位 已 达 60 多 个 (Wright & Bentzen, 
1995;0" Connell & Wright. 1997), 1997 年 Crooij- 
mans 等 也 分 离 了 包含 CA 重复 单元 的 普通 鲤鱼 
{ Cyprinus carpio L. ) 的 41 个 微 卫 星 DNA 标记 - 由 
于 从 一 个 物种 中 分 离 的 向 卫 星 DNA 引物 有 可 能 适 


用 于 相关 的 分 类 群 (Christian et er ,1991) ,而 且 应 
HATE DNA 进行 峻 核发 育 银 鲫 不 同 品 系 鉴 定 研 
究 尚 未 见报 道 . 因 此 ,我们 从 Crooijmans et al. 
《1997) 分 离 的 微 卫星 DNA 标记 中 选取 了 8 对 引物 
进行 银 鲫 不 同 峻 核发 育 系 的 比较 分 析 , 研 究 这 些 引 
物 对 银 鳃 的 适用 性 并 鉴定 可 区 分 不 同 品系 的 刷 卫 星 
DNA 标记 。 


1 材料 与 方法 


1.1 实验 鱼 

银 鲫 肉 核 发 育 系 A、D.、E、F 和 P 均 取 自 本 所 
关 桥 试验 场 。 人 工 繁育 实验 参照 鞠 一 球 等 (1983) 
Tis; (1999) 所 述 进行 。 各 个 品系 的 实验 样本 
都 取 自 由 红 鲤 (Cypinus carpio) 精子 刺激 的 各 个 品 
系 的 卵子 肉 核 发 育 所 获得 的 异 育 子 代 。 由 于 RAPD 
结果 揭示 各 个 系 内 的 个 体 具 有 高 度 的 遗传 同 质 性 
(Zhou et al.，2000a)， 因 此 、A.D、E 和 P 系 分 
别 随 机 抽取 5 EE fh, 系 随机 抽取 4 尾 鱼 作 为 实验 
Bo. 
1.2 基因 组 DNA 提取 

基因 组 DNA HUE S Bb ER) - 氯仿 抽 提 程序 
(Sambrook et al.,1989) 进行 ,并 通过 芒 脂 精 电 泳 定 
量 DNA( 周 莉 等 ,1998;Zhou et al. ,2000a)。 
1.3 PCR 反应 

本 研究 所 采用 的 8 对 微 卫 星 引 物 分 别 为 
MFW1, MFW2, MFW4, MFW19, MFW20、 MFW23. 
MFW24 和 MFW28, 各 对 引物 的 序列 见 表 1, PCR 
扩 增 反应 总 体积 为 25 uL. 内 含 约 20 ng 的 模板 
DNA,0.2 pmol/L 引物 ,0.5 U Taq B (Biostar Inter- 
national) ,0.1 mol/L E) dNTP AI 1 x Taq A h ££ vb 
id (8) 88155,1998; Zhou et al .,2000a}, PCR 反应 扩 
增 程序 参照 Crooijmans et al .(1997) ,整个 反应 为 35 
个 循环 .每 个 循环 包括 9%5% 变性 30s, 退火 45 s. 
72*C &E (i 60s, 各 对 引物 的 特定 退火 温度 见 表 1; 首 
次 循环 前 先 预 变 性 4 min, 最 后 一 次 循环 结束 后 
72*C $E (fi 7 min, 
1.4 扩 增 产物 的 电泳 分 析 

109c3E ETER PS IE ER BEER DK, 5 V/cm 低 
电压 低温 电泳 ， 电 泳 完 毕 后 用 省 化 乙 锭 染色 ， 在 
White/Ultraviolet Transilluminator (Ultra-Violet Prod- 
ucts, UVP). 上 观察 、 记 录 和 分 析 。 
1.5 品系 间 平 均 址 传 距离 分 析 

在 所 扩 增 的 8 对 引物 中 , 除 MFW28 外 ,其 余 的 7 
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表 上 8 对 微 卫星 DNA 引物 的 序列 、 特 异 退 火 温度 及 其 在 银 鳞 24 尾 个 体 中 PCR 扩 增 的 等 位 基 央 数 及 其 大 小 
Table 1 Sequences of eight microsatellite markers used in this study, specific annealing temperature of PCR 
amplification, and number and size of alleles detected in 24 individuals from silver crucian carp 









































, D 
[seo NILUM Gime amedlag — melee 0 SALE p 
marker) P E sequence ) temperature ) allele) 
MFW1 5 - GICCAGACTGTCATCAGGAG - 3° CA 58 l4 506,442. 440,404 , 384, 380. 
5' - GAGGTGTACACTGAGTCACGC - 3' 340,320.310,286.280,204.. 
202.166 
MFYW2 5' - CACACCGGGCTACTGCAGAG - 3' CA 52 1 260 
5' - GIGCAGTGCAGGCAGTTTGC - 3 ' 
MFW4 $' - TCCAAGTCAGTITAATCACCG - 3^ CA 54 11 412.408,404. 
$' - GGGAAGCGTIGACAACAAGC - 3° 400.320,300.218. 
202,190,176.110 
MFW19 S' - GAATCCICCATCATGCAAAC -3^ CA 58 4 550,530.410.360,260. 
5' - GCACAAACTCCACATTGTGCC - 3' 240,236,218 
MFY20 5 - CAGTGAGACGATTACCTTUG - 3^ CA 55 3 340,310.218 
5 -GTGAGCAGCCCACATTGAAG - 3* 
MFW23 5' - GTATAATTCGGAGTTTTAGGG — 2' CA 57 3 300,150,120 
5' - CAGGTITATCTCCCTTICTAG - 3' 
MEW24 5° - GCTCCAGATTGCACATTATAG - 3* CA 55 1 100 
5' - CTACACACACGCACAGCCTTTC - 3" 
MFW28 5° - GATCCCTTTTGAATTTTTCTAG - 3^ CA 50 [n — 
5 - ACAGTGAGGTCCAGAAGTCG -3” 


对 引物 均 获 得 了 可 重复 的 清晰 的 DNA 带 纹 ,用 1 或 
0 分 别 表示 DNA 带 的 有 或 无 ,根据 Nei & Li( 1979) 
的 分 析 会 式 进行 数据 分 析 , 采 用 NJTREE 383 19 
建 分 支 图 。 


2 结果 与 分 析 


本 研究 从 Crooijmans et al. (1997) 9E ME S 
CA 重复 单元 的 普通 鲁 鱼 的 41 个 徽 卫星 DNA 标记 
中 选取 了 8 对 引物 对 银 鲫 的 5 个 不 同 峻 核发 育 系 的 
24 尾 个 体 进 行 比较 分 析 。 研 究 中 采用 的 1096 dE 6 
性 聚 再 烯 酰胺 凝 胶 低 电压 低温 电泳 ,分 离 效果 较 好 。 
在 所 采用 的 8 对 微 卫 星 引 物 中 , 除 MFW28 未 能 在 银 
鲫 中 稳定 地 扩 增 出 家 应 的 同 源 序列 ,其 余 的 7 对 引 
物 扩 增 的 重复 性 和 稳定 性 都 很 好 .完全 适用 于 银 鳃 ， 
这 表明 这 7 个 位 点 的 侧 村 序列 在 鲤 科 物种 中 的 保守 
性 较 强 。 随 引物 不 同 各 等 位 基因 数 为 1~ 14 个 ,大 
小 在 100 ~ 506 bp Æ 1)。 
2.1 等 位 基因 分 析 

在 所 分 析 的 7 个 微 卫 星 标 记 中 , MFW2 和 
MFW24 在 5 个 上 肉 核 发 育 系 的 24 尾 个 体 中 探测 到 的 
等 位 基因 数 都 为 1, 大 小 分 别 为 260 和 100 bp, 根 据 
微 卫 星 标 记 的 命名 和 它 所 护 增 的 等 位 基因 的 太 小 分 
别 命名 为 MFW2 - 260 和 MFW24 - 100。 其 余 5 个 
徽 卫星 标记 在 24 尾 个 体 中 所 检测 到 的 等 位 基因 数 
SE .MFWI 共 检 测 到 10 个 等 位 基因 ,MFW4 共 检 





WA 6 个 等 位 基因 (图 1), MFW19 共 检 测 到 4 个 等 
位 基因 ,MFW20 和 MFW23 所 检测 到 的 等 位 基因 数 
都 为 3。1 对 徽 卫 星 引物 从 纯 合 材料 的 DNA 中 仅 能 
i iu 1 条 带 ,但 MFWI.MFWA 和 MFWI9 等 引物 
在 一 些 个 体 中 却 同时 扩 培 出 了 3~8 条 DNA 带 ,可 
能 这 些 片 段 在 基因 组 中 是 多 拷贝 的 。 银 鳃 的 染色 体 
数 为 156 或 1620 ZIEM — EE, 1993) .为 二 倍 化 
的 三 倍 体 ( 实 为 六 倍 体 )、 因 此 ,我 位 推 凋 在 银 鳃 的 
一 个 个 体 中 同时 呈现 了 多 个 等 位 基因 的 现象 与 银 鲫 
的 多 信 性 有 关 。 
2.2 银 鲫 雌 核 发 育 系 内 的 个 体 多 态 性 分 析 

在 MFW1,MFW4, MFW19, MFW20. MFW23 和 
MFW24 6 SALEH SP Ern o IRIS S D 
出 各 自 独 特 的 图 谱 , 而 同一 系 内 的 不 同 个 体 间 具有 
高 度 的 遗传 同 质 性 (图 1) ,但 仍然 在 个 别 个 体 中 检测 
到 少量 的 多 态 片 段 。 如 在 MFW1 的 图 谱 中 (图 1)， 
可 以 观察 到 下 系 的 第 3 号 样品 与 其 他 4 个 样品 不 
同 。 
2.3 银 鲫 雌 核 发 育 系 间 的 遗传 异 质 性 和 相互 亲缘 

关系 分 析 

与 RAPD 结果 类 似 (Zhou et a£. ,2000a) ,不 同系 
间 的 扩 增 图 谱 呈 现 了 高 度 的 跟 传 异 质 性 , 扩 增 出 的 
一 些 等 位 基因 可 以 作为 有 效 区 分 5 个 不 同 瞧 核 发 育 系 
的 分 子 标记 ,如 表 2 所 示 , 从 MFW1 、MFW4、MFW19.、 
MFW23 和 MFW24 5 个 微 卫 星 标记 中 , 共 鉴 定 出 23 
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Fig-l Electrophoretic patterns of 2 typical microsatellite markers produced by MFW1 and MFWA 
Sr 3c Fr sr TEL FR ICE S [8] 38 88] 5o ic ; — f8 Pro GR E tH ES H E The arrows indicate some molecular markers discrimi- 
nahng dlerent gynogenetic strans of silver crueian rarp .The triangles show the polymorphic DNA fragments reproduced among individuals of 
intra-strain ) > 


表 2 5 对 微 卫星 引物 PCR 扩 增 产生 的 可 以 有 效 区 分 银 鲫 S 个 不 同 肉 核 发 育 系 的 分 子 标记 
Table 2 Molecular markers reproduced by 5 pairs of primers among five gynogenetic strains of silver crucian carp 




















微 卫星 标记 可 用 于 区 分 下 同 峻 核发 育 系 的 等 也 基因 /bp 特异 于 某 一 系 战 为 某 几 个 系 共有 
Í rmerosatellite marker) C alleles for discriminating different straine ! (specific or shared strains 
MFW! MFW! - 506 ,MFWI - 442, MFW I - 440 EF 
MFW! -404 D,E.F 
MFWI - 384, P,A,D 
MFW! - 380, MFWI - 204. MFW I - 202 P,A 
MFW] - 340, MFWI - 320. MFWI - 286 D 
MFWA MFW4 — 412, MFWI - 404 P,À 
MFWA — 408 EF 
MFWA4 —400, MFWI — 320. MFWI - 300 D,E.F 
MFWI —218 P,À,D 
MFWI9 MFWI19 - 240 P.À 
MFWI9 - 218 P,A,E.F 
MFW23 MFW23 - 300 P,A 
MFW?23 - I20 P,A,E,F 
MFW24 MFW23— 100 P,A.E,F 


个 特异 于 不 同 品 系 的 分 子 标记 。 警 如 ,在 MEWI 扩 
增 出 的 14 个 等 位 基因 中 ,MEFW1 - 506 bp, MFWI - 
442 bp 和 MFWI - 440 bp 为 了 和 FF 系 所 共有 的 片 
BELMEWI 7384 bp 为 P.A 和 D 系 所 共有 ;MEFW1 - 


404 bp 为 D 工 和 了 了 系 所 共有 ;MEFW1 -380 bp,MFWI 
-204bp 和 MFW1I-202bp 在 P 和 A 系 的 所 有 个 体 
中 都 可 以 检测 到 ,而 在 了 和 下 系 中 检测 不 到 它们 的 
存在 ;MFW1 - 340 bp, MFW1 - 320 bp, MFW1 - 286 
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bp fX f D 系 的 个 体 中 能 检测 到 ,为 D 系 特异 的 分 子 
标记 。 这 5 个 微 卫 星 标记 充分 地 反映 了 银 鲫 5 THE 
核发 育 系 间 的 相互 亲缘 关系 . PHI A 系 具有 完全 相 
同 的 扩 增 图 谱 ,E A F 系 也 具有 高 度 相 似 的 图 谱 , 而 
A.D 和 下 系 具有 各 自 特征 的 扩 增 图 谱 。 同时 ,根据 
Nei & Li (1979) 的 分 析 公 式 对 银 鲫 5 MEA A 
系 进行 品系 间 平 均 遗 传 距离 分 析 , 并 采用 NJTREE 
聚 类 法 构建 呈现 它们 相互 关系 的 分 支 图 。 在 银 鳃 5 
个 峻 核发 育 系 中 ,P 与 A 系 的 平均 遗传 距离 最 小 ,为 
0; 其 次 为 上 与 FF 系 间 的 相似 性 ,为 0.061:D 和 PP 或 
A 系 的 平均 遗传 距离 最 大 .为 0,537( 表 3;Y， 分 支 笠 
呈现 了 银 鲫 5 个 峻 核发 育 品 系 间 的 相互 关系 ,P 与 A 
系 同属 一 个 肉 核 发育 品系 , ATHERE FREN 
于 下 系 ( 图 2). 


3 i it 


M E EDNA LETE GMPCRI S,—8 5I 68 
到 长 度 相差 几 个 碱 基 的 等 位 基因 片段 ,甚至 可 获得 
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图 2 RARES 个 崔 核 发 育 系 的 24 个 个 体 的 扩 增 
结果 ， 采 用 UPGMA 聚 类 法 构建 的 分 支 图 
Fig.2 Dendrogram of the 24 individuals in five 
Eynogenetic strains of silver crucian carp 
obtained by UPGMA cluster analysis 
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Table 3 Average genetic distances among and within the five zynogenetic strains of 


silver erucian carp 








P A D E F 
P 0 
A ü 0 
D 0.513 +0 0.51320 0 
E 0.537 + 0.057 D 537 +0.057 0.376 +0.012 0.065 + 0.074 
F 0.598 + 0.022 0.598 € 0.024 0.378 x 0.021 0.061 x 0.061 0.015 + 0.023 


长 度 相 差 1 bp 的 片段 . 因此 ， 扩 增产 物 常 需 经 测序 
凝 胶 电 访 或 聚 再 烯 酰胺 凝 胶 电 泳 ， 银 染 或 放射 自 显 
影 显示 结果 、 本 研究 采用 1096 3E EHER [D 88 BC E 
Brdik. ， 可 以 有 效 地 提供 微 卫 星 多 态 性 的 图 谱 ， 达 
到 检测 DNA 多 态 性 的 目的 。 

大 量 的 研究 表明 ,多 倍 化 不 仅仅 是 植物 进化 的 
特征 之 一 ,而 且 从 原生 动物 到 人 类 所 有 生物 的 进化 
历程 中 都 发 生 过 多 们 化 事件 (Baatout ,1999)。 多 倍 
化 及 其 随后 的 二 倍 化 过 程 导致 了 基因 组 的 复制 和 基 
因 拷 贝 的 增加 ,在 背 椎 动物 的 进化 历程 中 起 着 非常 
重要 的 作用 (Becak & Becak, 1998; Soltis & Soltis, 
1999; Cronn et al., 1999; Aparicio, 2000)... Xf Hox 基 
因 的 研究 表明 LER E LED TE HC E (GUT RUE "E ENG 
次 多 倍 化 事件 {(Pebusque et al., 1998; Skrabanek. & 
Wolfe ,1998) ,而 且 对 一 些 鱼 类 的 同 工 酶 位 点 分 析 表 
明 , 在 鱼 类 的 进化 历程 中 还 另外 发 生 了 一 次 多 倍 化 


事件 (Bailey et al. ,1978)。 一 般 认 为 , 行 肉 核 生殖 或 
杂种 生殖 的 单 性 物种 是 通过 同类 的 两 性 物种 种 间 多 
源 杂 交 所 形成 的 杂种 演化 而 来 的 (Sites er al . ,1990; 
Quattro et al. , 1991; Vrijenhoek, 1994) ,而 且 通 常 与 
基因 组 的 多 倍 化 相关 ( 桂 建 芳 ,1989; Vrijenhock et 
al ,1989: Kondrashov , 1994)。 与 两 性 亲缘 种 金鱼 相 
比 , 银 鲫 的 染色 体 数 为 156 或 1620 RAEAN H, 
1993) ,是 二 倍 化 的 三 倍 体 ( 实 为 六 傍 体 )。 在 肉 核 发 
育 的 银 鲫 的 胚胎 中 ,我 们 观察 到 一 些 同 功 酶 带 可 在 
鳃 鱼 的 胚胎 中 找到 相应 的 表达 产物 ,为 天 然 肉 核发 
育 三 倍 体 银 鲫 杂 交 起 源 提 供 了 证 据 ( 朱 蓝 菲 和 桂 建 
芳 ,1998)。 最 近 , 我 们 从 银 鲫 成 熟 卵 母 细胞 cDNA 
文库 中 克隆 了 卵 膜 精子 受 体 蛋 白 ZP3, AARE ZP3 
与 鲤鱼 具有 和 较 高 的 同 源 性 (86,5%), 而 与 彩 钟 
(73.8%) .金鱼 (35.4 和 ) 的 同 源 性 则 明显 要 比 与 证 
鱼 的 低 , 这 为 银 鲫 的 杂交 起 源 提供 了 另 一 佐证 (Fan 
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et al .,2001)、， 因 此 在 采用 普通 鲤鱼 的 微 卫星 标记 
对 银 鲫 进行 种 群 分 析 时 ,发 现在 一 个 个 体 中 可 能 同 
时 检测 到 多 至 6 个 等 位 基因 的 存在 ， 我 们 推测 这 种 
现象 可 能 与 银 鲫 具有 较 高 的 倍 性 和 它 的 杂种 起 源 有 
关 。 

微 卫星 DNA 的 多 态 性 来 源 于 其 核心 序列 的 重 
复 次 数 的 变化 ,信息 含量 丰富 ,其 DNA 指纹 图 谱 具 
有 极 高 的 个 体 特异 性 ,适合 于 分 析 个 体 的 遗传 结构 - 
但 由 于 银 镍 以 肉 核 生殖 的 方式 繁衍 后 代 , 在 其 卵子 
发 生 过 程 中 抑制 了 第 1 次 减 数 分 裂 (Monaco el al.. 
1984} 的 进行 ,因此 所 产生 的 子 代 与 母 本 相似 ,而 与 
两 性 物种 发 生性 状 分 离 的 后 代 相 比 ,其 子 代 具 有 高 
度 一 致 的 遗传 表 型 ， 因而 本 研究 的 结果 与 先前 
RAPD 结果 以 及 其 他 单 性 物种 的 DNA 指纹 图 谱 结果 
一 致 (Tumer et ul ., 1990; Schartl et ad. , 1995; Gal- 
breath el al. , 1997, Zhou et al. .2000a) ,都 未 能 检 浏 
到 同一 品系 内 不 同 个 体 间 的 多 态 人 性 。 当 然 , 也 有 可 
能 由 于 本 研究 所 采用 的 8 对 引物 来 自 普通 鲁 鱼 的 微 
五星 标记 ,因而 仅 反 映 了 鲁 科 鱼 类 所 共有 的 做 卫星 
DNA 的 扩 增 情况 .而 不 能 充分 反映 银 鲫 特有 的 微 卫 
星 遗 传 标记 。 

在 银 鲫 的 5 个 肉 核 发 育 系 中 ，P 与 系 的 平均 
遗传 距离 最 小 ， 为 0; ROADS E SF, 0.061; 
D 和 P 或 A 系 的 平均 遗传 距离 最 大 .为 0.537【〈 表 
3)。 与 运用 RAPD 分 析 所 获得 的 结果 相 比 (Zhou et 
Qf .，2000a)， 本 研究 所 扩 增 的 微 卫星 引物 较 少 ， 参 
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Preliminary Investigation on Genetic Diversity of Gynogenetic Silver Crucian 
Carp ( Carassius auratus gibelio Bloch) Detected by Microsatellite DNA 
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LIU Jin-Xia 


GUI Jian-Fang 


(State Key. Laboratory of Freshwater Ecology and Biotechnology , Institute of Hydrobwology , the Chinese Academy 
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Abstract: 24 individuals from five different gynogenet- 
ic strains of silver crucian carp ( Carassius auratus 
gibelio Bloch ) were analyzed using 8 microsatellite 
markers of the poly ( CA) type isolated from common 
carp ( Cyprinus carpio L. ) by Crooijmans et al. 
(1997). Electrophoretogram pattems showed that 7 
pairs of microsatellite primers reproducibly produced the 
well-identifiable and homologous DNA fragments except 
the primers of MFW28. The number of alleles per 
marker varied from 1 to 14, and the size of alleles 
ranged from 100 bp to 506 bp. Nearly identical band- 
ing patterns occurred among intra-strain. individuals, 
although subtle polymorphism was occasionally detected 
in the five strains. It was suggested that each strain 


might possess specific pattern owing to its gynogenesis . 


On other hand, the five strains differed from each other 
in eleetrophoretogram patterns. A total of 23 polymor- 
phic fragments were scored from 5 pairs of primers after 
excluding bands that were monomorphic for the five 
strains. The electrophoretogram pattern clearly indicat- 
ed their intra-strain homogeneity, inter-strain hetero- 
geneity, and their phylogenetic relationships. Strain P 
is same to strain A, and strain F originates from strain 
E. Strains A, D and E may originate from different 
multiple events of hybridization respectively. The mi- 
crosatellite markers produced by this study will be of 
benefit to further studies on the evolutionary genetics 
and provide useful tools for marker-assisted selection 


breeding or genetic map. 


Key words: Carassius auratus gibelio ; Gynogenesis; Genetic diversity; Microsatellite marker 
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